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 BSA: bovine serum albumin, ウシ血清アルブミン
 Boc: tert-butyloxycarbonyl, t－ブチロキシカルボニル
 DAG: diacylglycerol, ジアシルグリセロール
 DHBA: 2,5-dihydroxybenzoic acid, 2,5-ジヒドロキシ安息香酸
 E2: estradiol, エストラジオール
 EOG: electro-olfactogram, 嗅電図
 ESP1: exocrine gland-secreting peptide 1
 FCS: fetal calf serum, ウシ胎仔血清
 GPCR: G protein-coupled receptor, G タンパク質共役型受容体
 Gi2: G protein alpha subunit i2, G タンパク質αサブユニット i2
 Go: G protein alpha subunit o, G タンパク質αサブユニット o
 HERS: HEPES buffered Ringer's solution, へペス緩衝リンガー液
 HPLC: high-performance liquid chromatography, 高速液体クロマトグラ
フィー
 HX: hypophysectomized, 脳下垂体除去
 IP3: inositol triphosphate,イノシトール３リン酸
 LNS: lateral nasal sinus, 側鼻腔
 MALDI-TOF MS, matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry, マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時
間型質量分析
 MC: main cavity, 主鼻腔
 MCA: 4-methyl-coumaryl-7-amide, 4-メチル-クウマリル-7-アミド
6 MeCN: acetonitrile, アセトニトリル
 OvX: ovariectomized, 卵巣除去
 PBS: phosphate buffered saline, リン酸緩衝生理食塩水
 PC1: prohormone convertase 1, プロホルモンコンヴァターゼ 1
 PC2: prohormone convertase 2, プロホルモンコンヴァターゼ 2
 PIP2: phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate,フォスファチジルイノシトー
ル・ビスリン酸
 PKC: protein kinase C, プロテインキナーゼC
 PLC: phospholipase C, フォスフォリパーゼC
 PRF: plethodonitid receptivity factor
 PRL: prolactin, プロラクチン
 RIA: radioimmunoassay, 放射免疫測定法
 RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction, 逆転写 PCR
 SCC: standard saline citrate, 標準クエン酸含有生理食塩水
 SDS: sodium dodecyl sulfate, ドデシル硫酸ナトリウム
 SEM: standard error of the mean, 平均値の標準誤差
 TFA: trifluoroacetic acid, トリフルオロ酢酸
 V1R: vomeronasal receptor type 1, １型鋤鼻受容体
 V2R: vomeronasal receptor type 2, 2 型鋤鼻受容体
 [Ca2+]i: intracellular calcium, 細胞内カルシウムイオン濃度
 [M+H]+: protonated molecular ion, プロトン化イオン






































実験結果より示されている(Toyoda et al., 1995)。
　雄イモリの求愛行動にプロラクチン(PRL)と雄性ホルモンが重要な役割
を持つことは、繁殖期に血中の PRL と雄性ホルモン濃度が上昇すること
から示唆されている(Tanaka and Takikawa, 1983, Matsuda et al.,
1990, Mosconi et al., 1994, Zerani et al., 1991)。PRL と生殖腺刺激
ホルモンの同時投与によって人為的に性成熟させたイモリの雌雄は、繁
殖期と同様に互いの相手の総排出口や頸に鼻をあてる行動を頻繁に起こ
9す(Toyoda et al., 1993)。さらに Toyoda らは、性成熟したイモリが異
性を誘引し、性識別や性成熟度を認識できるようなフェロモンを分泌し
ているかを調べ、雄の飼育水に雌をひきつける効果があることを明らか










応が悪くなることが報告されていた(Malacarne et al., 1984)。
 アカハライモリでも雄の腹腺や雌の卵管を除去すると、飼育水の異性に































1987; Duvall et al., 1986; Macdonald et al., 1990)。
　両生類においては、先述の通り有尾両生類で性フェロモンの存在が古
くから指摘されており(Dawley, 1984; Evans, 1960; Hanaoka et al.,
1984; Malacarne and Giacoma, 1986; Malacarne and Vellano,
1987)、ヨーロッパ産のクシイモリの仲間で、プロジェステロンやプロ
ジェステロンと糖タンパク質の複合体が雌誘引効果をもつという報告












































ン分子を持っていることが示された(Yamamoto et al., 2000)。残り３
つの両生類ペプチドフェロモンうちの一つは、アカハライモリやシリケ
ンイモリと同じ有尾両生類である北米産の陸生サンショウウオ類
(Plethodon jordani) の 雄 の 顎 部 の 外 分 泌 腺 よ り 分 泌 さ れ る
plethodonitid receptivity factor(PRF) であり、求愛行動における雌の
感受性を増加させ働きがある(Rollmann et al., 1999)。この PRFはサイ














1975; Vellano et al., 1970)。この尾ひれの発達は、肛門腺の周りのフ
ェロモンを含んだ水を雌の鼻先へ送る際に水流を効率よく作り出すこと
に役立っていると考えられる。さらに PRL は肛門腺の発達を引き起こす
ことが分かっている(Kikuyama et al., 1975; Noris et al., 1989)。アカ
ハライモリの肛門腺にはソデフリンを合成し、分泌する腹腺と、雄が放
出する精包の構成成分を合成分泌する側腺、骨盤腺から構成されていて
(図 1-3)、腹腺中のソデフリン量およびその mRNA の発現量も PRL と
雄性ホルモンによって上昇する(Iwata et al., 2000; Yamamoto et al.,
1996)。また、PRL はエストロジェンとともに作用すると卵の周りを保
護するジェリー状物質の分泌器官である雌イモリの卵管を発達させる
(Kikuyama et al., 1986)。さらに PRL 投与により有尾両生類の生殖行
動そのものが誘発されることが示唆されている(Kikuyama et al., 1980;













ソデフリンの C 末端側の 3 アミノ酸残基(Ile-Ser-Ala)の前駆体配列が切

















が存在することが明らかになっており(Dorries et al., 1997)、すべての
脊椎動物で主嗅覚系と副嗅覚系が完全に乖離されているとは言えない。








(Lane et al., 2002)。
　一方、鋤鼻上皮では G タンパク質αサブユニット i2(Gi2)および G タ
ンパク質αサブユニット o(Go)とよばれる２種の G タンパク質の存在が
知られていた(Berghard and Buck, 1996)。このうち、V1R は上皮の
上層にある Gi2 と共役していたことから、下層に存在する Go と共役す
る受容体の探索が行われ、奇しくも３つのグループによってほぼ同時に
新たな鋤鼻受容体のファミリー(２型鋤鼻受容体(V2R))が発見された














経細胞の場合は副嗅球の後方である(Belluscio et al., 1999, Rodriguez





































































































































































































































































































































































































































































































































信号は三量体Gタンパク質を介して phospholipase C (PLC)の活性化、
phosphatidylinositol 4,5-bis-phosphate　(PIP2)を加水分解して inositol
triphosphate (IP3) が産生され、IP3は小胞体膜上の IP3 受容体に結合し
て Ca2+ を放出するという経路である。もう一方は、活性化した PLC が
PIP2 を加水分解した際に IP3 と同時に産生される diacylglycerol(DAG)




























ブとして奈良産イモリ腹腺 cDNA ライブラリーから[Val8]sodefrin をコ
23
ードする全長 cDNA を単離し、塩基配列を解析したところソデフリンと






















































ていない雄と比べ雌に対する誘引活性が低下し(Malacarne et al., 1984,























容体遺伝子群が存在することが明になった(Herrada and Dulac, 1997,
























っ歯類 (Holy et al., 2000; Zufall and Munger 2001; Spher et al.,




































buffered Ringer's solution (HBRS: 95 mM NaCl, 1 mM, NaHCO3, 0.5
mM NaHPO4, 1 mM Na-pyruvate, 1.5 mM KCl, 0.5 mM MgCl2, 0.5
mM MgSO4, 1.8 mM CaCl2, 16 mM Glucose, 2mM HEPES, (pH7.4))
で組織を洗浄後、Mg2+, Ca2+を除いたHBRS に 1 mg/ml collagenase
(Sigma)を加え 35˚C で 4 分間振盪した。1000 µl のマイクロピペット
を用いて 30 回フラッシングを行い、40 µm のナイロンフィルター(Cell
strainer; Falcon)を用いて濾過した。ろ液を 700 rpm にて 5 分間 4˚C
で遠心した。上清を取り除き３個体分の LNS の細胞を 30 µl の HBRS
に懸濁した。
 2-2-3 カヴァーグラスのコーティング
　30 x 30 mm のカヴァーグラス(Matsunami)を一晩 100%エタノール
で脱脂し、0.1%の concanavalin A (Sigma)で 20 分コーティングした
31
後、３回蒸留水で洗浄した。
 2-2-4 Fura-2 AMのローディング
　カヴァーグラス上に 10 µl(アカハライモリ一匹分)の細胞懸濁液をのせ、

















まず、phospholipase C(PLC) 阻害薬の 10-5　M U73122、小胞体膜上
の Ca2+ポンプの阻害薬の 10-6　M thapsigargin および protein kinase
32
C(PKC)の阻害薬である 10-7　M calphostin C が 10-8　M ソデフリンに
対する LNSの細胞の反応性に及ぼす効果を調べた。
　さらに細胞膜上の Ca2+チャネルの阻害薬の影響を調べた。T-タイプの
Ca2+チャネル阻害薬である 10-6　M mibefradill、N-タイプの Ca2+チャ
ネル阻害薬である 10-6　M ω-conotoxin GVIA および L-タイプの Ca2+





　雌イモリの LNS 上皮細胞を酵素処理により解離し fura-2 AM を用い
て、ソデフリン応答時の細胞内カルシウムイオン濃度の測定を行った。
10-8 M ソデフリンを解離細胞群に作用させると一部(約 1%)の細胞で














一方で、小胞体の Ca2+ポンプの阻害剤の 10-6　M thapsigargin では一
部の細胞でソデフリンに対する LNS の細胞の反応性を阻害したが(図 2-
6 A)、ソデフリンに反応する別の細胞では影響を与えなかった(図 2-6 B)。
34
同様に、PKC の阻害薬の 10-7　M calphostin C では一部の細胞でソデ
フリンに対する LNS の細胞の反応性を阻害したが(図 2-7 A)、ソデフリ
ンに反応する別の細胞では影響を与えなかった(図 2-7 B)。


























Bar = 50 µm
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図 2-5　phospholipase C の阻害薬の LNS の細胞のソデフリン応
答への影響








(A) 一部の細胞では、PKC の阻害薬、calphostin C の投与で細胞のソ
デフリンへの反応性が失われた。




LNS の細胞のソデフリンへの応答は PLC 阻害薬の U-73122 によって
完全に阻害され、小胞体の Ca2+ ポンプの阻害薬 thapsigargin の存在下
では一部の細胞の応答性が阻害されることが分かった。同様に、PKC の




図 2-9 T-タイプ、N-タイプのCa2+チャネル阻害薬、 mibefradill(A)、







Pantages and Dulac, 2000; Sam et al., 2001)。実際アカハライモリ
の性フェロモンであるソデフリンに反応する細胞が雌イモリの鋤鼻器に
相当する LNS の上皮細胞に見られた。この応答性は性成熟した雌で最も







れる。また、雌イモリを誘引する最少ソデフリン濃度は 10-13 M から 10-12







一方は図 2-10 A に示すように、リガンドの結合によりソデフリン受容
体が受容した信号が三量体 G タンパク質を介して PLC を活性化、
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phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate(PIP2)を加水分解して inositol




ており(Holy et al., 2000, Leinders-Zufall et al., 2000, Spehr et al.,
2002)、また、IP3 がフェロモンの受容に関与しているという報告は様々
な動物で示されている。(Kroner et al., 1996; Wang et al., 1997;
Wekesa and Anholt, 1997; Inamura et al., 1997a, b; Taniguchi et al.,
2000; Cinelli et al., 2002)
　推測されたもう一方のソデフリン伝達経路は図2-10 Bに示すように、
活性化した PLC が PIP2 を加水分解した際に IP3 と同時に産生される
diacylglycerol(DAG)が protein kinase C(PKC)に結合してこれを活性
化。PKC が細胞膜上の L タイプの Ca2+チャネルを開き細胞内の Ca2+濃
度が上昇するという経路である。PKC と DAG が L タイプの Ca2+チャネ
ルを開き[Ca2+]i レベルを上昇に関与することが知られている(Rosado et
al., 2000; Tesfai et al., 2001; Kamp and Hell, 2000)。
44
    A
    B
図 2-10　推測されたソデフリンの二つのシグナル伝達経路
(A) ソデフリンの結合によりソデフリン受容体からの信号が三量体 G
タンパクを介して PLC を活性化、PIP2を加水分解して IP3 が産生
され、IP3は小胞体膜上の IP3 受容体に結合して小胞体内の Ca2+を
放出するという経路
(B) 活性化した PLC が PIP2を加水分解した際に IP3と同時に産生され









のち Sep-Pak C-18 カートリッジ (Waters) に吸着した成分を 70%の
アセトニトリルによって粗精製し、それを Sephadex G-25 にてゲル濾
過クロマトグラフィーを行った。それによって得られた低分子画分を
218TP510 C-18 column にてさらに分離し(図 3-1　A, B)、各ピーク
のアミノ酸一次構造を解析してみた。その結果、ソデフリンの C 末端側
















５０匹分の腹腺4.8 gを1 M酢酸100 mlにて煮沸後、遠心分離しSep-Pak
C-18 カートリッジ (Waters) に吸着した成分を70%のアセトニトリル
によって粗精製した。(A) 溶出成分は凍結乾燥後に2 mlの0.1%　TFA溶
液に溶解し、1M 酢酸で平衡化したSephadex G-25(1.6 x 90-cm,
Pharmacia, Uppsala Sweden)にてゲル濾過クロマトグラフィーを行っ
た。24 ml/hの流速で2 mlずつフラクションに分けた。 (B)Aのバーで
示した低分子画分を218TP510 C-18 0.46 x 25-cm column (Vydac,
Hesperia CA, USA) にてさらに分離し、各ピークのアミノ酸一次構造
を解析した。
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 3-2-2 PCR によるソデフリン及びそのヴァリアント cDNA 断片の
 増幅
　各地域から採集した雄のアカハライモリの肛門腺腹腺から total RNA
抽出試薬 ISOGEN (Nippon gene)を用いて total RNA を抽出し、逆転
写酵素 superscript II RT(Invitrogen)を用いて腹腺 cDNAを合成した。





 0.2 mM dNTP mix
 1 x Ex Taq buffer(TaKaRa Bio)
 50 pmol sodefrin cDNA specific sense primer
      (5'-GCCTCCTCCAGACGACACTCCCAG-3')
 50 pmol sodefrin cDNA specific antisense primer
      (5'-ATCGTAGGCTTGCATCCCCG-3')
 0.5 U TaKaRa Ex Taq polymerase
 3-2-3 PCR 増幅断片の配列解析
　PCR 反応液を 1.5%アガロースゲルで泳動後、増幅断片は FreezeN'




チドを用いた Sanger ら(1975)の方法で Thermosequenase cycle











































ソデフリンの C 末端側 Lys の後で翻訳後プロセッシングを受けていない
ソデフリン前駆ペプチド sodefrin.ISA が雌誘引活性を示さないことから
ソデフリンの活性発現には C 末端側の ISA３残基のプロセッシングが必
須であることがわかる。また、岩田ら(2001)はソデフリンの５番目のア
















られる。[Asn10]sodefrin.ISA が活性を示さないのは、C 末端側の ISA３









































ン分解法によるアミノ酸配列解析と MALDI-TOF MS を用いて質量、お
よび構造解析を行い、[Val8]sodefrin 前駆体の構造を知るために、その










　奈良県で採集したCynops pyrrhogaster 60 個体の腹腺を麻酔した動
物からサンプリングし、ポリトロンホモジナイザー(Micro-tech Nition)
を用いて蒸留水中でホモジナイズした。ホモジェネートは 157,000xg
で 1 時間遠心後、上清を凍結乾燥した。凍結乾燥した上清成分を 30 ml
の 0.1% トリフルオロ酢酸(TFA)に溶解後、Sep-Pak C18 簡易逆相カー
トリッジ(Waters)に流速 0.5 ml/min で通し、吸着成分を 0.1% TFA 含
有の80%アセトニトリル(MeCN)にて溶出させ粗精製後に凍結乾燥した。
凍 結 乾 燥 し た Sep-Pak C18 吸 着 成 分 を 6 ml の 0.15 M
NH4HCO3(pHP8.0)にて溶解し、1 ml ずつ 6 回、0.15 M　NH4HCO3
で平衡化したゲル濾過カラム(Superose 12HR 10/30, GE Healthcare
Bio-science)にて流速 0.5 ml/min で分離し、相対分子量 800-5,000 の
低分子画分を凍結乾燥して次の精製ステップへ進めた。
　次に凍結乾燥させた低分子画分をそれぞれ 1 ml の 0.1% TFA に溶か
し、逆相カラム(TSKgel ODS120T, 4.6 x 250 mm; Tosoh Co.)を用い
た高速液体クロマトグラフィーにより分離した。溶出はMeCN濃度を0%
から 45%まで変化させて、流速 1.0 ml/min にて行い、人工合成のソデ
58




した各画分の６回分の同じ画分同士を合わせて 1 ml の 0.1% TFA にて
溶かし、もう一度同じ逆相カラム(ODS120T)によって同条件で分離した
のちに、人工合成指標と同じ溶出時間を示す物質を凍結乾燥させた。
 [Val8]sodefrin と同じ溶出時間を示した画分を 1 ml の 0.1% TFA を含
む10% MeCNに溶かし、逆相カラム(Superspher 60 RP-8(C8), 4 x 125
mm; Merck.)を用いた高速液体クロマトグラフィーにより分離した。溶
出は MeCN 濃度を 10%から 40%まで変化させて、流速 1.0 ml/min に
て行い、人工合成の[Val8]sodefrin と同じ溶出時間を持つ単一ピークを
得て、構造分析した。
　一方、ソデフリンと同じ溶出時間を示した画分を 1 ml の 0.1% TFA を含む
10% MeCN に溶かし、逆相カラム(TSK gel ODS80Ts, 2 x 250 mm; Merck.)
を用いた高速液体クロマトグラフィーにより分離した。溶出は MeCN 濃度を








ク質量をmatrix-assisted laser desorption / ionization time-of-flight
mass spectrometry(MALDI-TOFMS、 AXIMA CFR, Shimadzu Co.,
Kyoto, Japan)を用いて解析した。測定はマトリックスとして 2,5-
dihydroxybenzoic acid(DHBA)と試料混合して行った。
さらに、精製試料をエンドペプチダーゼである carboxypeptidase Y に
よって消化し、生成したペプチド断片を MALDI-TOF MS によって測定
し、C 末端アミノ酸配列解析を行った。酵素消化は蒸留水に精製ペプチ
ドを 10 pmol 基質として加え、carboxypeptidase Y を終濃度 0.05
pmol/μl となるように加えた反応液中 (total volume 50 μl) で 1 分




 4-2-4 奈 良産イモリ腹腺 cDNA ライブラリーの作製と
[Val8]sodefrin 前駆体 cDNA のスクリーニング
　奈良産アカハライモリの腹腺をサンプリングし、液体窒素にて急速凍
結した。組織を破砕し、ISOGEN(Nippon Gene)にて全 RNA を抽出し、
Oligotex dT30 mRNA purification kit (Takara)を用いて、mRNA を
精製した。得られた mRNA を Timesaver cDNA synthesis kit (GE-
Healthcare)を使用し、２本鎖 cDNAを合成し、EcoR I/ Not I アダプタ





に基づいた BcaBEST labeling kit(TaKaRa)を用いて 32P で標識したス







を 6×標準クエン酸含有生理食塩水(SSC)、0.2% (w/v) ウシ血清アルブ
ミン(BSA)、0.4% (w/v) Ficoll 400、0.4% ポリビニルピロリドン、1%
ドデシル硫酸ナトリウム(SDS) から成るハイブリダイゼーション液 に
入れて 50℃で 2 時間プレハイブリダイゼーションを行った。その後、
放射標識したソデフリン前駆体プローブを加え 65℃で 16 時間ハイブリ
ダイゼーションを行った。膜を 2×SSC/1% SDS 中で２分(室温)、続い
て 0.1×SSC/1 % SDS 中で 65℃にて 30 分２回洗浄した。洗浄後の膜
を Imaging plate (富士フィルム)に 30 分露光し、BAS2000II (富士フ
ィルム)で解析した。陽性のシグナルが検出されたプラークから in vivo
excision により pBluescript SK(-)へサブクローニングした。
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 4-2-5 cDNA の塩基配列解析
　cDNA の塩基配列は蛍光ラベルしたダイデオキシヌクレオチドを使用
したダイデオキシ法に基づいた Big-dye Thermosequenase kit









は N 末端側から Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Leu-Leu-Lys のアミノ酸
10 残基が決定された。また、[Val8]sodefrin と同じ溶出時間を持つ物質
のアミノ酸配列は N 末端側から Ser-Ile-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Val-Leu-




プロトン付加質量([M+H]+)は 1058.1 と測定され、 [Val8]sodefrin の
[M+H]+の計算値 1057.6 とほぼ一致した(図 4-2 A)。また、精製された
ペプチドの carboxypeptidase Y 消化断片をMALDI TOF MS 用いて解
析し、C 末端アミノ酸配列を確認した。1 分間の消化(図 4-2 B 上)およ
び 20 分間の消化(図 4-2 B 下)によって生成されたペプチド断片の質量
分析を行ったところ、エドマン分解によって決定した 10 アミノ酸残基
のペプチド配列の C 末端側 5 残基と一致する Asp-Ala-Val-Leu(Ile)-
Lys(Gln)の配列が確認された。
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図 4-1 奈良産イモリ腹腺からのソデフリンおよび[Val8]sodefrin の
精製




(B) A の低分子画分を ODS120T 逆相カラムによって分離し、
[Val8]sodefrin (a)とソデフリン(b)と同じ溶出時間の画分をさらに
精製を進めた。







図 4-2 [Val8]sodefrin と同じ挙動を示した精製ペプチドの MALDI
TOF MS を用いた構造解析
(A) 精製ペプチドの質量測定。MALDI TOF MS によって精製物質のモ
ノアイソトピック質量を測定したところプロトン付加質量






 4-3-2 [Val8]sodefrin 前駆体をコードする cDNA の単離
　以前にアカハライモリ腹腺より得られたソデフリンの全長 cDNA をプ
ローブとして奈良産イモリ腹腺 DNA ライブラリーより、奈良産イモリ
特異ソデフリンヴァリアントである[Val8]sodefrin の前駆体 cDNA を得
た。得られた[Val8]sodefrin前駆体cDNAの塩基配列を解析すると1,294
塩基対でシグナルペプチドを含む 189 アミノ酸残基をコードしているこ
とがわかった(図 4-3、Genbank accession number: AB280579)。成
熟した[Val8]sodefrin として切り出される部位は前駆体の C 末端近くに
位置していた。得られた[Val8]sodefrin 前駆体 cDNA から推測されるア
ミノ酸配列とソデフリン前駆体の予測アミノ酸配列 (Iwata et al., 1999)
およびシリケンイモリ(C. ensicauda)の性フェロモンであるシリフリン





図 4-3 [Val8]sodefrin 前駆体の cDNA 配列と予測されるアミノ酸
配列
網掛け部は成熟[Val8]sodefrin のアミノ酸 10 残基を示す。下線はポリ
アデニレーションシグナル(AATAAA)を示す。
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図 4-4 [Val8]sodefrin 前駆体とソデフリン前駆体およびシリケンイ
モリ(C. ensicauda)の性フェロモン silefrin のアミノ酸配列の比較
































さらに[Val8]sodefrin をコードする cDNA の塩基配列をクローニングし
た。この配列の解析からソデフリン同様、[Val8]sodefrin も 189 アミノ
酸残基より成る前駆体タンパク質よりプロセッシングにより生成される
ことが示唆された。ソデフリンの前後にはそれぞれ Arg と Lys の 1 塩基
性アミノ酸残基に挟まれているが、今回単離した[Val8]sodefrin の cDNA
塩基配列がコードする[Val8]sodefrin の前後には Gln と Lys に挟まれて
いる。第３章で得た４つの[Val8]sodefrin 前駆体の内にはソデフリンと
同じくArgとLysの1塩基性アミノ酸残基に挟まれているものもあるが、













































　実験に使用した各ペプチドは Sawaday technology に依頼合成した。
 5-2-3 誘引活性の検定
　雌イモリに対する誘引活性の測定は Toyoda ら(1994)が行った方法に
準じた。まずプラスチック製の直径 37 cm の円筒形の容器に 3,000 ml
の水道水をいれ雌イモリをその中央に直径15 cm のシリンダーに入れ、
置いておく。この容器は３つの領域に画分されその各所に 5.6 x 7.3 x 3.4


























場合に、有意に雌を誘引したが、[Val8]sodefrin は 5ng をスポンジにし
み込ませた場合でも雌を誘引した(図 5-3)。
次に、[Val8]sodefrin の新潟および千葉産の雌イモリに対する誘引活性
を調べた結果、奈良産の雌イモリではスポンジに 5 ng 以上のペプチド
をしみ込ませた場合に、有意に誘引されるのに対して、新潟産の雌イモ
リに対しては 100 ng 以上の[Val8]sodefrin を要すること、千葉産の雌
イモリに対しては 100 ng でも誘引活性が観察されなかった(図 5-3)。
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図 5-2 合成ソデフリンおよび[Val8]sodefrin の各地域の雌イモリに
対する誘引活性測定
千葉、新潟、奈良産の雌に対する 10 ng のソデフリンおよび





図 5-3 合成ソデフリンおよび[Val8]sodefrin の奈良県産の雌イモリ
に対する誘引活性
奈良産の雌イモリを誘引するソデフリンおよび[Val8]sodefrin の最小有
効量はソデフリンで 10 ng、[Val8]sodefrin で 5 ng であった。
(n=8, *P<0.05, **P<0.01)
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図 5-4 合成ソデフリンおよび[Val8]sodefrin の雌イモリに対する誘
引活性
新潟産、千葉産の雌イモリに対する[Val8]sodefrin の誘引活性を調べた。




























有意に雌を誘引したが、[Val8]sodefrin は 5ng をスポンジにしみ込ませ
た場合でも雌を誘引した(図 5-3)。
次に、[Val8]sodefrin の新潟および千葉産の雌イモリに対する誘引活性
を調べた結果、奈良産の雌イモリではスポンジに 5 ng 以上のペプチド
をしみ込ませた場合に、有意に誘引されるのに対して、新潟産の雌イモ
リに対しては 100 ng 以上の[Val8]sodefrin を要すること、千葉産の雌











(Kikuyama et al., 1995)。その後岩田らによって決定されたその全長
cDNA 塩基配列(図 6-1)をみると、１０アミノ酸残基よりなる成熟型ソ
デフリンは１８９アミノ酸残基で構成される前駆体タンパク質からプロ
セッシングを受けて生成されることが示唆された(Iwata et al., 2000)、
さらに、非繁殖期の腹腺からは C 末端側３残基(Ile-Ser-Ala)が切断され



































































































































となる条件は Boc-LGR-MCA の分解については pH9.6、45℃、Boc-
LLK-MCA に対しては pH9.7、40℃であった。腹腺の水抽出物の pH を





















































































の分解については pH9.6、45℃、一方ソデフリンの C 末端側の切断部
















V1R, V2R が、ソデフリンの受容を行なうアカハライモリの LNS でも発
現しているかを調べ、その中からソデフリンの受容細胞に発現している
受容体を同定できると考えている。



























鋤鼻受容体が複数存在しないという事実（Dulac and Axel, 1995,























Punta et al.,2002 b, Boschat et al., 2002)、一方の V2Rは水溶性の
分子を認識すると考えられている(Speca et al., 1999, Hansen et al.,















 ゲノムの抽出と PCRによる V2R相同配列の増幅
　QIAGEN genomic-tip(QIAGEN)にて 0.65 µg/µl のゲノム DNA を抽
出した。このゲノム DNA を鋳型に、イントロンを含まない V2R の膜貫
通ドメインの部分配列を増幅するよう設計したプライマーを用いて、以
下の組成で PCR 反応を行い、アカハライモリ V2R 相同配列をコードす
る部分長 cDNAの増幅を行った。
PCR反応液
 650 ng template DNA
 0.8 mM dNTP mix
 1 x Ex Taq buffer(TaKaRa Bio)
 25 pmol V2R specific sense primer
      (5'- CTGCTCCYTKYTCTTCATYGG-3')
 25 pmol V2R specific antisense primer
      (5'- MAGAAKATSAGCATGCTGAAGGTG-3')
 2 U TaKaRa Ex Taq polymerase
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 PCR 増幅断片の配列解析
　PCR 反応液を 1.5%アガロースゲルで泳動後、増幅断片は FreezeN'
squeeze (BIO-RAD) mini column にて精製し、pT7blue-T プラスミド
ベクター(Novagen)に挿入して JM109 コンピテントセルを形質転換さ
せた。大腸菌によって増幅した目的のＤＮＡ断片を含んだプラスミドを
精製後、塩基配列の解析を行った。塩基配列解析は ABI PRISM 3100-




いる V2R の遺伝子情報からイントロンを含まぬように作成した V2R 特
異プライマーを用いて PCR をして得た増幅断片の塩基配列を解析した結
果、V2R と相同な７つのサブグループを形成する遺伝子群がクローニン
グされた（図 7-1）。これらの配列は Hagino-Yamagishi ら(2004)がク
ローニングしたアフリカツメガエル(Xenopus laevis)の V2R の 6 つの
サブグループ(Group A, B, C, D, E, F)および、近縁種 X. tropicalis のゲ
ノムデータベースを in silico screening した結果新しく得た 3つのサブ
グループ（Group G, H, I）の他に、イモリで初めて得られたサブブルー
プ(Group J)から構成される多重遺伝子であった。
これらの V2R 相同配列はゲノム DNA を鋳型にした PCR によって得た
もので、偽遺伝子を含んでいると考えられるが、今後は in situ













ハライモリの性フェロモンであるソデフリン(Kikuyama et al., 1995)や、
本研究で存在を明らかにした奈良産イモリに特異的なソデフリンヴァリ
アントフェロモンのアオニリン、シリケンイモリのソデフリンに相同な
性フェロモンであるシリフリン(Yamamoto et al., 2000)、北米産の陸
棲サンショウウオの性フェロモン PRF(Rollmann et al., 1999)、無尾両
生類ではアオガエルの仲間で見つかったスプレンディフェリン(Wabnitz




















準じた。まずプラスチック製の直径 37 cm の円筒形の容器に 3,000 ml
の水道水をいれ雄イモリをその中央に直径15 cm のシリンダーに入れ、
置いておく。この容器は３つの領域に画分されその各所に 5.6 x 7.3 x 3.4












ジェネートは 157,000xg で 4 ˚Cにて 1時間遠心後、上清を凍結乾燥し
た。凍結乾燥した上清成分を 1000 ml の 0.1% トリフルオロ酢酸(TFA)
に溶解後、Sep-Pak C18 簡易逆相カートリッジ(Waters)に流速 0.5
ml/min で 3 度通し、吸着成分を 0.1% TFA 含有の 80%アセトニトリル
(MeCN)にて溶出後に凍結乾燥した。
凍 結 乾 燥 し た Sep-Pak C18 吸 着 成 分 を 15 ml の 0.15 M
NH4HCO3(pH8.0)にて溶解し、1 ml ずつ 15 回、0.15 M　NH4HCO3
で平衡化したゲル濾過カラム(Superose 12HR 10/30, GE Healthcare
Bio-science)にて流速 0.5 ml/min で分離し、相対分子量 5,000 以下の
低分子画分を凍結乾燥して次の精製ステップへ進めた。
　次に凍結乾燥させた低分子画分をそれぞれ 1 ml の 0.1% TFA に溶か
し、逆相カラム(Puresil C18, 4.6 x 150 mm; Waters Co.)を用いた高
速液体クロマトグラフィー(HPLC)により分離した。溶出は MeCN 濃度
を 0%から 80%まで変化させて、流速 1.0 ml/min にて行い、２分間ご
とに分取した溶出画分を凍結乾燥して各画分の雄誘引活性の測定を行い、
活性のある画分をさらに精製した。
　次に雄誘引活性を示した 15 回分の同じ画分同士を合わせて 3 ml の
0.1% TFA にて溶かし、別のフェニル逆相カラム(Inertsil Ph-3, 4.6 x 150
mm, Gas-Liquid Science Co.)によって分離した。溶出は MeCN 濃度
を 0%から 50%まで変化させて、流速 1.0 ml/min にて行い、0.5 分間
ごとに分取した溶出画分を凍結乾燥して各画分の雄誘引活性の測定を行
い、活性のある画分をさらに精製した。
　雄誘引活性を示した画分を 1 ml の 0.1% TFA を含む 10% MeCN に
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溶かし、逆相カラム(Nucleosil 120 3C18, 4.6 x 250 mm; Macherey-
Nagel)を用いた高速液体クロマトグラフィーにより分離した。溶出は
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